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ASSOCIATION INHIBITEURS DE NO SYNTHASE 
ET MEGEURS DES FORMES REACTIVES 
DEL'OXYGENE 

L'invention concerne une composition pharmaceutique comprenant, a litre de prinripe 
actif, au mollis une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une substance 
pifegeur de formes r6actives de l*oxyg£fte, et Iventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. L'invention concerne £galement un produit 
5 comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance pifegeur de formes rdactives de i'oxygtne cn tant que produit de 
combinaison, sous forme s£par6e» de ces principes actifs, 

Une composition pharmaceutique et un produit selon invention sont intdressants dans 
le traitement de pathologies oft le monoxyde d'azote et les formes r£activcs dc 
to I'oxyg^ne sont impliqu^es, et noumment : 

. les troubles cardiovasculaircs et c6r6brovascuIaires comprenant, par exemple, 
1'ath6roscl6rose» la migraine, I'hyperiension art6rielle, le choc scptique, les infarctus 
cardiaques ou c6r£braux d'origine isch&nique ou h£morragique, les ischemics ct les 
thromboses; 

15 .les troubles du systime nerveux central ou p£riph6rique comme, par exemple, ies 
maladies neurodegeneratives ou l r on peut notamment citer les infarctus c6r6braux, les 
dfrnences seniles, y cotapris la maladie d 1 Alzheimer, la choree de Huntington, la 
maladie de Parkinson, la maladie de Creutzfeld Jacob, ies maladies dues aux prions, la 
sclerose lat&ale amyotrophique mais aussi la douleur, les traumatisms c£r£braux ou 

20 de la mo&Ue ^pinifere, 1'addiction aux opiacls, a I'alcool et aux substances induisant 
une accoutumance, les troubles de Erection et de la reproduction, les desordres 
cognitils, les encephalopathies, !a depression, I'anxi&e, la schizophrenic, repilepsie, 
les troubles du sommeil, ies troubles alimentaires (anorexic, boulimie...) ; 

. les maladies prolif&atives et inflammatoires comme, par exemple, I'atherosclerose, 
15 I'hypertension pulmonaire, la glom£rulon£phrite, I'hypertensian portale, le psoriasis, 
Tarthrose et rarthrite rhumatoide, les fibroses, les amyloTdoses, les inflammations du 
systime gastrointestinal (colite, maladie de Crohn) ou du systfeme pulmonaire et des 
voies aeriennes (asthme, sinusites) ; 
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. les diarrhtes, les vomissements y compris ceux d'origine autacoide, les irradiations 
radioactives, les radiations solaires (UVA, UVB) ; 

. les transplantations d'organcs ; 

, les maladies autoimmunes et vi rales com me par excraplc !e lupus, Ic sida, les 
5 infections parasiuires et virales, ie diab&te, la sclerose cn plaque, les myopathies ; 

. le cancer ; et 

. toutes les pathologies carac&is&es par une production ou un dysfonctiormement de 
monoxyde d'azote et/ou des formes rdactives de i'oxyg&ne. 

Dans Tensemble de ces pathologies, il existe des evidences experimentales demontrant 

m Vimplication du monoxyde d'azote ou des formes r£actives dc I'oxygfcne (Kerwin ct 
al., Nitric oxide : a new paradigm for second messengers, J. Med. Chem. 38, 4343- 
4362, 1995 ; Halltwell B M Gutteridge JMG, Free radicals in biology and medicine, 
2nd cd,, Oxford, Clarendon Press, 1989). Cesi le cas notamment de Tinfarctus 
cerebral experimental qui illustre invention (Buisson et a], The neuroprotective effect 

15 of a nitric oxide inhibitor in a rat model of focal ischemia., Br J Pharmacol. 106, 766- 
767, 1992 ; Nowicki et al ( Nitric oxide mediates neuronal ceil death after focal cerebral 
ischemia in the mouse, Eur. I Pharmacol. 204, 339-340, 1991 ; Zhao et at, Delayed 
treatment with the spin trap a-phenyl-N-tert-butyl nitrone (PBN) reduces infarct size 
following transient middle cerebral artery occlusion in rats, Acta. Physiol. Scand., 

20 1994 ; Schulz et al, Improved therapeutic window for treatment of histotoxic hypoxia 
with a free radical spin trap. J. Cereb. Blood Flow Metabol. 15, 948-952 (1995)). 
Dans ce contexte, tcs medicaments pouvant inhiber la formation du monoxyde d'azote 
ou des formes reactives de l'oxygfcne peuvent apporter des effets Wntfiques. Aucune 
association dc ces deux principes actifs, a savoir un inhibiteur de NO synthase et un 

25 ptegeur de formes reactives de I'oxyg&ne, n'a £t& realist. Comme cela est cxposd 
dans la partic experimentalc, ces deux principes actifs agissent de man&re synergique. 
En effet, ces deux principes actifs administrds a des doses subactives (CesUa-dire a 
des doses qui nc produisent pas par ellcs-mimcs d'effet thdrapcutique), produiscnt, 
lorsqu'ils sont associes, un effet therapeutique hautement significatif. 

30 Uavantage de cette association est de diminuet de fagon importante les doses de 
chacun des principes actifs ct ainsi de diminuer considerablement leurs effets 
inddsirables tout en gagnant de refficacite therapeutique. Ccttc invention est 
particulicrement bien illustrde dans un module pathologique experimental de 
neuroddgencration : lisch^mie cerebrate avec reperfusion. 
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^invention a done pour objet unc composition pharmaceutique oomprcnant, a title dc 
principe actif» au moins unc substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance pi&geur dc formes rlactives de I'oxygine, ct £ventuellement on support 
pharmaceutiquement acceptable. 

5 L'invenuon a plus particulidrement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a litre de principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase et unc 
substance pi&geur de formes rlactives de I'oxygfcne. 

Dans le terme inhibiteur de NO synthase, il faut cotnprendre tout inhibiteur sp&ifique 
ou non sp&ifique de I'une de ses isoformes qu'elle sott constitutive (neuronale ou 
10 endothelial) ou includible (Kerwin et al., Nitric oxide : a new paradigm for second 
messengers, J. Med. Chem. 38, 4343*4362, 1995). 

Dans le terme pi&geur de formes r&actives de 1'oxygfene, il faut comprendrc toute 
substance chimique ou enzymatique capable dc s'opposer ou de p&ger les ou Tune des 

formes r^actives de I'oxygfcne (dies que 02\OH~, R0 2 \ RO\ ON0 2 \ NO*, N0 2 * 
tS ou H 2 0 2 (Halliwell B., Outteridge JMG, Free radicals in biology and medicine* 2nd 
ed. t Oxford, Clarendon Press, 1989). Ces substances peuvent 6tre naturelles ou 
synthetiques et poss&ier des propri£t& antioxydantes. (Santrucek and Krepelka, 
Antioxidants - Potential chemotherapeutic agents Drugs Future 13, 975-996, 1988 ; 
Jackson et a], Antioxidants : a biological defense mechanism for the prevention of 
20 atherosclerosis, Med. Res, Reviews 13, 161-182 (1993) ; Aruoma, Characterization 
of drugs as antioxidant prophylactics, Free Rad. Biol. Med. 20, 675*705 (1996)). 

. Dans une composition pharmaceutique selon rinventioh, rinhibiteur .de NO synthase 
et le pi&geur des formes r£actives de I'oxyg&ne peuvent se presenter sous forme 
slparle ou sous forme combine en formant un set. De preference, le set est forml a 

25 partir d'un derive de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au moins un 
groupe basiquc et d'un d£riv6 de la substance pi&geur de formes rlactives de 
I'oxyg&ne contenant au moins un groupe acide. Ainsi des sets peuvent toe formfe, 
selon les m&hodes connues de 1'hommc de I'art, a partir des inhibiteurs dc NO 
synthase comme par exemple les amidines, les guanidincs, les pyridines ou les 

30 piperidines telles que dlfinies ci~apr&s, et les p&geurs de formes r£activcs de 
I'oxygenc commc par exemple les acides phdnoliques tcls que dlfinis ci-aprcs, et plus 
particulifeiemem Tacide S-S-di-tert-butyM-hydroxybenzoique, Tacide caftiquc, 1'acide 
sinapiniquc ou I'acide galltque. 
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L'invention a egalement pour objet un produit comprenant au moins uoc substance 
inbibitiice de NO synthase et au moins une substance ptegeur de formes r6actives de 
l'oxyg6ne en tant que produit de combinaison, sous forme sdparee, pour une 
utilisation simultanee ou sequentiette dans le traitement de pathologies dans lesquelles 

5 !e monoxyde d'azote et les formes reactives de i'oxygene sont impHquces telles que tes 
troubles cardiovasculaires et cerebrovasculars, les troubles du systfeme nerveux 
central ou p£ripherique t les maladies proliferatives et inflammatoircs, les 
transplantations d'organes, les maladies autoimmunes et virales, le cancer et toutes les 
pathologies caractensees par une production ou un dysfonctionnement de monoxyde 

10 d'azote et/ou des formes reactives de I'oxygene. 

Dans une composition pharmaceutique ou un produit selon 1'invention, 1'inhibtteur de 
NO synthase et le piegeur de formes reactives de I'oxygene peuvent se presenter a des 
doses qui peuvent £tre identiques ou diffeicntcs. Les dosages sont choisis en fonction 
des composes associes & des diluants ou exripients appropries. 

15 L'inhibiteur de NO synthase et le piegeur de formes reactives de I'oxygene peuvent 
fitre administrgs de maniere simultanee ou sequcntielle, par la meme vote 
d'administration ou par des voies differentes, suivant qu f Hs sc pre&entem sous forme 
sepatee ou combiner De preference, les voies ^administration sont orale, parenteral 
ou topique. 

20 Parmi les inhibiteurs de NO synthase, on peut definir les composes de type amino- 
acide et non amino-acide. Les inhibiteurs de NO synthase de type amino-acide peuvent 
ctre des coniposes lels que decrits dans les demandes WO95/00505, W094/12163, 
WO96/06076;et EP230037 incorporees par reference dans la presente demande, ou 
bien des derives de la L-arginine, de 1'ornithine ou dc la lysine tels que decrits dans les 

25 demandes W093/24126* WO95/01972, W095/24382, WO95/09619 et W095/22%8 F 
incorporees par reference dans la presente demande. 

Les inhibiteurs de NO synthase de type non amino-acide, peuvent ctre des composes 
de la families des guanidincs, des isothiources, des nitro- ou cyano-aryies, des amino- 
pyridines ou amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles, 

30 Les guanidines inhibiteurs de NO synthase peuvent elrc les composes tels que definis 
i dans les demandes W095/28377, WO91/04023, W094/21621, WO96/18607 et 
WO96/18608 incorporees par reference dans la presente demande. 

Les isothiourees inhibiteurs de NO synthase peuvent fitre les composes tels que defmis 
dans les demandes WO95/09619, WO96/09286, W094/12165 l W096/I4842, 
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WO96/18607* WO96/18608, WO96/09286, EP717040 et EP718294 in corporis par 
reference dans la pidsente demande. 

Lcs nitro- ou cyano-aryles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels 
que definis dans la demande W094/12163, incorporde par rdfdrence dans la pr&ente 
5 demande. 

Les amino-pyridines ou amino-pyrimidines inhibiteurs de NO synthase peuvent &tre 
les composes tcls que definis dans ies deroandes W094/ 14780, W096/18616 et 
W096/1861 7 incoipordes par rdfdrence dans la prdsente demande. 

Lcs amidines inhibiteurs de NO synthase peuvent fitre les composes tcls que ddfinis 
10 dans les demandes WO95/11014, WO96/018I7, WO95/05363, W095/11231, 
W096/14844 ct W096/1 9440 incorpoides par reference dans la prdsente demande, ou 
des composes tels que ia N-phdnyl-2-lhiophdnecarlx>ximidaxnide. 

Les indazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre des composes dc formulc 
gdndrale I a 



15 




dans laquelle R| repicsenle un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
d'hydrogdne, le radical nitro, halo, alkyle infdrieur ou aJkoxy infdrieur. 

Les imidazoles inhibiteurs dc NO synthase peuvent etre les composes dc formule 
gdndrale Ha 



20 




dans laquelle R 2 et R3 representee, independemment I'atome d'hydrogdnc, le radical 
halo, hydroxy, amino, alkyl ou alkaxy> ou Ri et R3 sont lids ensembles ci Torment le 
radical phdnyle condensd avec le cycle imidazole, le radical phdnyle dtant 
dventuellement sub&titud par un ou plusieurs substituants choisis parmi lcs radicaux 
25 hydroxy, trifluoromdthylc. halo, carboxy, alkyle infdrieur, alkoxy infdrieur ou 
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«lk6nyle inftrieur ; R4 rep6sente un atome <fhydrogfene,un radical alkyle inftrieur, 
amino, alkyle inftrieur amino ou ph£nyle, le radical phinyle £tant Iventueilement 
suhstitul par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux hydroxy, 
trifluorom&hyle, halo, car boxy, alkyle inferieur, alkoxy inftrieur ou alklnyle 
5 infeiieur ; R5 reprfsente 1'atomc cfhydrog&ne, un radical alkyle inferieur, amino* 
alkyle inferieur amino. 

Les pi&geurs de formes rlactives de 1'oxygene peuvent etre choisis parmi 1'acidc 
ascorbique, la N-ac£tyI-cyst£ine, le 0-carotdne (Hao Chen cl a) t Free Radical Biology 
and Medicine 18 (5), 949-953 (1995)), le coenzyme Q10 (S. Tereao et al. f J. Org. 

10 Chcm., 44, 868 (1979)) ou les composes captodatifs (H.G. Viehe et al. ( Acc. Res., 
18, 148-154 (1985), incorporcc par reference dans la pr£sente demandc). Les pidgeurs 
dc formes r&ictives de I'oxygine peuvent £galement fitre choisis parmi les composes 
phtnoliqucs, les nitrones, des ddrives de l'indok. des imidazoles ou des carbazoles, 
ou bien cgalemeni fitre les enzymes capables dc neutralise! les ou Tune des formes 

IS reactives de l'oxyg&ne telles que les superoxydes dismutases, les catalases ou les 
glutathione peroxydases et leurs mim&iques. 

Parmi les composes phenolizes piigeurs de formes react ives de I'oxyg&ne, on peul 
citer le probucol ; ^ubiquinone ; les derives du tocopherol, a savoir I'a-, p-, y-, 
%• ou fi-tocoph6ro| ou les flavonofdes phenolizes (R. A. et al, Pbytochemistry, 
20 27(4), 969-978 (1988), incofporte par reference dans la presente demande). Us 
composes ph6noliques piegcurs des formes reactives de I'oxygene peuvent Igalemcnt 
etrc choisis parmi les composes dc formule glndrale 1b ou KIq 



dans laquelte R' ( reprcsente un ou plusieurs subslituants choisis parmi Patomc 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, carboxy, alkyle inferieure, alkoxy inferieur, 
25 alk&iyle inferieur ou alkoxy carbonyle, les radicaux alkyle, alkoxy ct alklnyles dtant 
eventuellement substitues par un radical hydroxy, halo, carboxy ou amino ; et R'j 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome d'hydrog&ne ou les 
radicaux alkyle inferieur eventuellement substime, alkoxy inferieur, hydroxy, halo, 
amino ou carboxy. 
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Les nitroncs pi&geurs de formes r£actives de I'oxyg&ne peuvcnt toe les composes tels 
que definis dans les demandes WO96/15110, WO88/05044 el le brevet US5310916 
incorpords par reference dans la pr&ente demande. 

Les d6riv£s de l'indole ptegeurs des formes riactives de 1'oxygfcne, peuvent fine des 
5 composes de formule g£n£rale UlB 




IIIB 

dans Kaquelle R*3 reprfsente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
d'bydrogfene, les radicaux hydroxy, halo, alkyle inflrieur ou aikoxy inferieur ; R*4 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome d'hydrogftne, les 
10 radicaux halo, hydroxy, amino, cat boxy ou alkylcarbonylaminoalkyle* 

Les dlrivts de I'indole pilgeurs des formes rlactives de roxyg&ne, peuvcnt 6tre 
6galement des composes tels que definis dans la demande WO%/2694L 

Parmi les imidazoles ptegeurs de formes ^actives de I'oxyg&ne, on peut citer de 
prdference ('imidazole elle-m£me ou la cim&idine. 

15 Paimi les carbazoles ptegeurs de formes r6actives de I'oxygtnc, on peut citer le 
4-hydroxycarbazole ou le carvcdtlol. 

v ;W Tel qu'il est utilise ici, le termc inf&ieur en reference aux groupes alkyle ct aikoxy 
d£signe des groupes hydrocarbon^ aliphaUques saturds, Hn£aires f ou ramifies, 
comportant de 1 I 6 carbones comme, par exemple, m&hyle, £thyle, propyle, 

20 isopropyle, butyle, t-butyle, mdthoxy et £thoxy. En reference aux groupes alklnyle, le 
terme inf&teur disigne des groupes comportant 2 a 6 atomes de carbone et une ou 
plusieurs doubles ou triples liaisons comme, par exemple, les groupes vjnyle, allyle, 
prop&nyle, isopropfenyle, pent&nylc, butfcnyle, hexanyle, prop&nyie et butadtenylc. Lc 
terme halo signifie chloro, bromo, iodo ou fluoro. 

25 L'invention a plus particuli&rement pour objet une composition ou un produtt tel que 
d£Hni ti~dessu$, caractlris* en ce que 

- IHnhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-aigininc (LNA), Tester 
m&hylique de la L-nitro-arginine (LNAME), la L-N-monomdthylarginine (LNMMA), 
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l*anrinoguanidine, 1'agmatine, la 2-amino-l^m£thylamino)ben2tnridazole, ie 5-nitro- 
indazole, 6-nitro*indazole, Ic 7-nitro-indazole ( Ie l,2-(trifluoromithylph£ny]) 
imidazole (TRIM), la 2*amino-4'mfethyV6-(2-amino6thyl)pyridine, la 
2-iminopipendine, ta 24minohomopip£ridme, la 2-imino-5 1 6^ihydro-l,3-tbiazine l U 
5 2-unmo-5,6-dihydro-l ( 3-oxazinc t la N-ph6nyl-2-thtoph&necarboxtfnidamide, la 
2-iminot^trabydropyriniidine, la S-£thylisothtour&, la S-m6thyl*L-thiocitrulline ou la 
$-6thyl*L-thiocitrulline ; el 

- le p&gcur de formes rdactivcs de 1'oxygene est choisi parmi le probucot, 
['ubiquinone, Va% p% £-» t- ou 6-tocoph6ro!, I'acide 3*5-dMert-bulyl-4- 

jo hydroxybenzoique t 1c 2 t 3 f 6-tfim4thyl~2-hexyloxyph6nolc f le 2,6-diterrbutyl- 
4~m£thoxyph6noI, 1'eugdnoie, Ie trolox, le gallate de n-propylc, ie ternpole, I'acide 
cacique, I'acide sinapinique, I'acide gallique ( I'acide 2 f 2 I 5 t 5-l£tram6thyl-3-pynolinc* 
l-oxyl-3-carboxyIique, la mllatonine, I'acide S-hydroxyindole-2-carboxylique, 
{'imidazole, la cim&idine, I'acide ascorbique, la N-acilyl-cyst&ne, le p-carot£rie> le 

15 coenzyme 010, lc$ composes captodatifs, 1c 9-{2-(4-morpholinyl)6thyl]- 
2,4-di*l"pyTroHdinyl-9H-pyttmido[4,5-bJindole l le 4-hydroxy-carbazole ou le 
carvedilol, 

Les composes inhibiteurs de NO synthase et pifegeurs de formes rtactives de 
Toxyg&ne sont commerciaux ou pcuvent etre pr£par6s par les mtthodes connus de 
20 Vhomme de Vart (ou par analogie 5 ces demises) (P. Hamley et al, Bioorganic and 
medicinal chemistry letters, vol.5 (15), 1573-1576 (1995) ; W. M. Moore el al, J. 
Med. Chem., 39, 669-672 (1996) ; E* P. Garvey et al- t The Journal of Biological 
Chemistry, vol,269(43), 26669-26676 (1994)). ^ 

Les exemples suivants sont presentcs pour illusuer les procedures ci*dessus et ne 
25 doivent cn aucun cas etre consideres comme une linutc & la pottle de Invention. 

PART1E EXPERIMENTAL, : 

Soit A 1'inhibiteur de NO synthase ei B le pi&geur de formes rcactives de I'oxygfcne. 
pxempl&J 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme de sel> dans lequel 
30 A et B sont en quantity 6qutmo2auc avee comme compose A : Taminoguantdine, 
inhibiteur des NO synthases inducibles, cl comme compost B ; Tacide 3-5-di-tcr*-. 
bulyl-4-hydroxybenzoique, antioxydant pidgeur de radicaux libres oxyg6n6s. 
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Compos4 AB ( combinaison des principes actift Act B sous forme sdparte, avec 
coraroe composfi A : le 7-nitroiadazole, inhibiteur des NO synthases consiitutives de 
type neuronal, et comme compost B : i'acide 3*5-di-tcrt-butyM-hydroxybenzoique, 
5 anlioxydant ptegeur de radicaux Ubrcs oxyg6n&. 

Iftwpte? 

Compost AB, combinaison des principes actifs A el B sous forme slparle et 
administrle par des voies difffrentes, avec comme compost A : la N°nitro-arginine, 
inhibiteur puissant des NO synthases constitutives et inducibles, et comme 
10 compost B : I'acide 3^-di-terl-butyl-4-hydroxybenzoique, anlioxydant pidgeur dc 
radicaux libres oxygdnfo. 



Frttfrtf phflrmacoloyigne des d rod u its de Invention 

Les composes de Tinvention ont et6 sourais a queues tests biologiques in vitro et in 
15 vivo, afin de prouver leur activity a bloquer la NO synthase (constitutive et inducible) 
et a pifcger les radicaux libres. Leur activity a €i& £valu6e sur un module d*iscWmie 
cdtfbralc focale chez le rat. Dans ce mod&e conskterd comme un module tfinfarctus 
ciribral s£vfcre proche de la situation cliniquc chcz Thommc, une libdration excessive 
de monoxyde d'azole et de formes rfactives de I'oxygene a dtd demontrte ainsi que 
20 l effet paitieiicment pTotecteur tfinhibiteur de NO synthase ou de pfcgeur des formes 
Actives de 1'oxy gfene. Les ef fets de rassociation ont &6 compares a ceux produits par 
un traitement avec Tinhibitcur de monoxyde d'azote ou le pi£gcur des formes rdactives 
de I'oxygfcnc seul. ^association d'un inhibiteur de NO synthase ct d'un pttgeur des 
formes rtactives de Poxygfene montre un effet protecteur hautement significalif sur 
25 Tischemie c*r£brale focale alors que Peffet de Pinhibiteur de NO synthase ou du 
piegeur des formes rtactives de Poxyginc pris s€partment cl aux doses utilities n*est 
pas significatif. Ceci prouve la synergic enlie Pinhibiteur de NO synthase et le pttgeur 
des formes reactives de Poxyg&ne. 

i 1 ) Effel in vitro stir la NO synthase constitutive de cervelet de rat 

30 Le test consiste a mesurer la transformation par la NO synthase de la L-arginine en 
L-citiuIline. Des ccrvelets de rats Spraguc-Dawley (300 g - Charles River) sont 
prdlevcs rapidement, dissequds a 4° C ct homog6n£isds dans un volume de tampon 
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^extraction (HEPES 50 mM t EDTA 1 mrVf, pH7,4, pepstalin A 10 mg/ml, 
Ieupeptine 10 mg/ml), centrifuges a 21 000 g pendant 15 miii k 4° C. Le dosage se 
fait dans des tubes & essai en verrc dans lesquels sont distribuls 100 \d dc tampon 
d'incubation contenant 100 mM d'HEPES, pH 7,4, 2 mM d'EDTA, 2,5 mM de 
5 CaC) 2 . 2 mM de dithiotreitol, 2 mM de NADPH rtduit et 10 pg/ml de calmoduline. 
On ajoutc 25 |*1 d'une solution contenant 100 nM d'arginine tritiee (activity 
spgcifique : 56»4 Ci/mmolc, Amersbam) et 40 fiM d'arginine non radioactive. La 
reaction est initio en ajoutant 50 \i\ d'homogdnat, fie volume final £tam de 200 pi (les 
25 \t\ manquants sont soil de I'eau, soil le produit test*). Aprfcs 15 min, la reaction 

10 est stopple avcc 2 ml de tampon d'arrfct (20 mM d'HEPES, pH 5,5, 2 mM 
d'EDTA). Aprfes passage des echantillons sur une colonne dc I ml de idsine 
DOWEX, la radioactivity est quantise par un spectrom&re a scintillation liquids Les 
rdsultais sont exprimds en valeur de CI so et sont r£sum£s dans le tableau du 
paragraphs 2 (premiere colonne de rcsultats intitulcc "NO synthase constitutive, 

1 5 formation de citrulline H ). 

2) EfFet in vitro sur la NO synthase inducible de macrophages 
raurins J774A1 

Les macrophages murins J774A1 produisent unc grandc quantity de monoxyde 
d'azote apr£s activation par les lipopolysaccharides (LPS) ct {'interferons (IFN-y), 

20 Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 1 
Medium) enrichi avec 10 % de s&um de veau foetal a 37° C sous unc atmosphere dc 
5 % de CO2 aprds activation par le LPS et 1'IFN-y. Elles sont ensemenc£es h raison 
de 5000 cellules/cm 2 dans des flacons de 150 cm 2 . Les incubations se font cn 
presence de LPS (1 ng/ml) ct dlFN-v murin (50 U/ml) dans du DMEM enrichi avec 

25 10 % de sdrum de veau foetal. La NO synthase est i.solee avec un tampon d'exlraction 
(HEPES 50 mM, pH 7,4, dithiothr&tol 0,5 mM, pepstatin A 1 mg/ml, Ieupeptine 
1 mg/mj, inhibiteur de trypsine de soja 1 mg/ml, antipaine 1 mg/ml ct PMSF 
10 mg/ml). Apres sonication dans le tampon d'extraction & 4° C, les homoggnats sont 
ultra-centrifuges (100 000 g & acide 3-5-di-tert-butyM-hydioxybcnzoique 4* C 

30 pendant 1 h). Le protocolc est ensuite identique h celui de la NO synthase de cervclct 
execptde la composition du tampon d'incubation (100 mM d'HEPES, pH 7,4, 1 mM 
dc dithiouditol, 2,5 mM de CaCl2, iOjtM de tfcuahydrobioptdrinc, FAD 10 i*M> 
BSA 1 mg/ml, 2 mM dc NADPH idduit). Les rcsultats sont cxprim£s cn valeur dc 
CI50 et sont r£sum£s dans le tableau du paragraphe 2 (deuxi&mc colonne dc rdsultals 

35 intitutee "NO synthase inducrible, formation de citruliine"). 
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3) Bffet in vitro sur la production de alftrltes par les macrophages 
murins J774A1 

Cc test est utilise pour mesurer Pactivite inhibitricc dcs produits sur la NO synthase 
inducible de cellules en culture. Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM 

5 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) enrichi avee 10 % de slrum de vcau fatal a 
37° C sous une atmosphere de 5 % de CO2- Pour les experiences, elles sont reparties 
en plaques 96 puits (50 000 cellules par puits) et incubles dans du DMEM sans 
rouge dc phenol k 10 % de serum de veau foetal avec du LPS (1 pg/ml) et de I'f FN-y 
murin (50 U/ml) en presence ou en absence des produits & tester Aptes 48 heures, la 

10 concentration de nitrites dans les milieux de culture, produits de degradation du 
monoxyde d'azote, est meswee par une m&hode colorimetfique scion Green et a], 
(Analytical Biochemistry, 126, 131-138 (1982)). Les rcsultats sont cxprimgs en valcur 
de Clsn et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (troisieme colonne dc 
resultats intitule "NO synthase inducible, formation de nitrites 0 ). 



CisoGiM) 



Exemple 1 

A 

AB 
Exemple 2 

A 

AB 



NO synthase constitutive NO synthase inducible NO synthase inducible 
(formation dc citrulline) (formation de citrultine) (formation de nitrites) 



> 300 
>300 

0,9 

0.9 



29 
57 

25 
25 



22 
26 

51 
51 



15 4) Effet in vitro sur la formation des anions superoxydes 

^activation dcs cellules macrophagiques J774A1 par du phorbol myristate ac6tatc 
(PMA) cntrainc la production d'anions superoxydes en quelques minutes. Ces anions 
superoxydes peuvenl oxyder un substrat luminescent, lc luminoL Ccttc reaction genere 
des photons dont la production est mesurcc & l'aide d'un chemiluminomctre. Les effets 
20 des produits sur la production d'anions superoxydes sont testes en incubant les 
cellules J774A1 h 37* C en presence de PMA, des produits 5 tester et du luminol, Les 
rcsultats sont exprimes par la valeur de CI50. 
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N° du groupe 


volume de J'infarctus 


% de protection 


1 


270,4 ± 30,05 




2 


233 ±30,15 NS 


13,8 


3 


250,9 x 37,86 NS 


7,1 


4 


89,6 ± 22,42 *• 


63,2 



(NS: r&ultat non significatif ; ** : r£sultat Ufa significatif) 



Compost de 1'cxemplc 2 : 4 groupes d*animaux sont constitufo : 

Groupe 1 : traitl avec du s£rum physiologique ; 
Groupe 2 iraite avec A (10 mg/kg) ; 

5 Groupe 3 traitt avec B (20 mg/kg) ; 

Groupe 4 traits avec AB (A : 10 mg/kg el B : 20 mg/kg). 



N° du groupe 


volume de l'intarctus 


% de protection 


1 


270,4 ± 30,05 




2 


238.9 ± 27,08 NS 


11,7 


3 


250,9 * 37,86 NS 


7,1 


4 


69,6 ± 37,86 


74,3 



(NS: r£sultat non significatif ; ** : r&ultat tr£s significatif) 



Composd de l'cxemplc 3 : 4 groupes d'antmaux sont constituds : 

Groupe 1 traits avec du sdrum physiologique ; 

10 Groupe 2 traitd avec A (0,03 mg/kg i.v.) ; 

Groupe 3 traits avec B (20 mg/kg i.p.) ; 

Groupe 4 irate avec AB (A : 0,03 mg/kg iv et B ; 20 mg/kg ip). 



N° du groupe volume de I'infarctus % de protection 



1 


237,68* 31,51 






2 


238,14* 35,94 


NS 


0 


3 


222,9 ± 7,34 


NS 


6,2 


4 


136,5 * 33,02 


** 


42,6 



(NS; r&ultat non significatif ; *♦ : r&uitat tres signiflcaliO 
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N° du groupe volume de I'infarctus % de protection 



1 


270.4 ±30,05 




2 


233 ± 30,15 NS 


13,8 


3 


250,9 x 37,86 NS 


7.1 


4 


89,6 ± 22,42 •* 


63,2 


(NS: restiltat non significatif ; ** : resultat ties significatif) 



Compost de l'cxemplc 2 : 4 groupes d'animaux sont constitu& : 

Groupe 1 : traits avec du slrum phystologique ; 
Groupe 2 traite avec A (10 mg/kg) ; 

5 Groupe 3 trait6 avec B (20 mg/kg) ; 

Groupe 4 trait* avec AB (A : 10 rag/kg el B ; 20 mg/kg). 



N° du groupe 


volume de I'infarctus 


%de protection 


1 


270,4 * 30,05 




2 


238,9 * 27,08 NS 


11,7 


3 


250,9 * 37,86 NS 


7,1 


4 


69,6 ±37,86 


74.3 



(NS: r&ultat non significatif ; " : r&ultat tits significatif) 



Compose de l'cxemple 3 : 4 groupes d'animaux sont constituds : 

Groupe 1 trait£ avec du s£rum physiologique ; 

10 Groupe 2 traitd avec A (0,03 mg/kg i.v.) ; 

Groupe 3 : iraitd avec B (20 rag/kg i.p.) ; 
Groupe 4 trail* avec AB (A : 0,03 mg/kg iv et B : 20 mg/kg ip). 



N° du groupe volume de I'infarctus % de protection 



1 


237,68* 31,51 






2 


238.14 * 35.94 


NS 


0 


3 


222,9* 7,34 


NS 


6,2 


4 


136,5 * 33,02 




42.6 



(NS; r&ultat non significatif ; * * : r£sultat tres significatif) 
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Les rfcultats montrent que I'aride 3-54i-ten-inUy)4~hydroxybenzoique utilise comme 
pilgeur des formes r£active$ de i'oxygfcnc & la dose dc 20 mg/kg est inactif pour 
pro&ger l'animal d'auemtes isctemiques de m£me que I'aminoguamdine (inhibueuir de ' 
NO synthase) est faiblement active* Par contre, ^association des deux composes 
5 protege de maniere hautement significative les animaux dc I'ischdmic. 

De la m£me fa$on, le 7-mtroindazole utilisd en tarn qu'inhibiteur de forme constitutive 
des NO synthases n'est pas significativement actif & ia dose de 10 mg/kg ; par contre, 
assod6 & I'acide 3-5-di-tcrt-butyM-hydroxybenzotque, une protection hautement 
significative est observe Cel effet protecteur montre une synergie entre les deux 
10 principes actifc. 

De la m$me mani&re, la N c nitro-arginine utilise en tartl qu'inhtbitcur des NO 
synthases et injectde par voie intraveineuse, n'est pas active <k la dose de 0,03mg/kg, 
Par contre, lorsqu'ellc est associle h une administration inf rapftitontale d'acidc 3-5-d|- 
tert-butyM-hydroxybenzoiqiie, une protection hautement significative est observlc. 
IS Cct effet protecteur montre que la synergic entre les deux principes actifs est aussi 
observ£e lorsque les principes actifs sont administrcs par des vojes difftrentes. - • - y 
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HKVFNmCATfOKS 

i 

1* Composition pharmaceutique comprcnant, a litre dc principe actif, au moms unc 
substance inhibitrtce de NO synthase et an moins unc substance ptegeur dc formes 
rlactives de I'oxygene, et eventuellement un support phannaceutiquement acceptable. 

5 2- Composition pharmaceutique selon la revendication 1, comprenant, a titre de 
principe actif, unc substance inhibitrice de NO synthase ct une substance ptegeur de 
formes rdactives dc Toxygene, 

3* Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 h 2, caractgrisle en 
ce que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance pi&geur de formes 
10 reactives de I'oxygene sont sous forme separ£e, 

. 4- Composition pharmaceutique selon l*une des revendications 1 a 2 t caract6risee en 
cc que la substance inhibitrtce de NO synthase et la substance ptegeur de formes 
r^actives de Toxyg&ne sont sous forme de set. 

5- Composition pharmaceutique selon la revendication 4, caractdrts6e en ce que le set 
15 est form6 a parttr cftiB d6riv£ de ta substance inhibitrice de NO synthase contenant au 
moins un groupe basique et d'un d£riv£ de la substance pi&geur de formes rcactives de 
1'oxygfene contenant au moins un groupe acide, 

6* Composition pharmaceutique selon Tunc des revendications pr6c€dentes, dans 
laquelle 

20 - I'tnhibiteur de NO synthase est un amtno-acidc et plus particuliercmcnt des derives 
de la L-argininc, de I'ornithine ou de la lysine, ou un compost de la families des 
guanidines, des isothiourdes, des nitro~ ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyriraidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

~ le pifegeur de formes r£acttvcs de 1'oxyg^ne est I'acide ascorbique, la N~ac6tyl- 
25 cysteine, le p-carotene, le coenzyme Q10, les composes captodatifs t ou un compost 
de la famille des ph6no1es, des nitrones, des d6riv6s de l*indole, des imidazoles, des 
carbaZOle& 

7- Composition pharmaceutique selon Tune des revendications pr£ccdentes, dans 
laquelle 

30 - Knhibiteur dc NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester m&hylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monom£thylarginine» raminoguanidine, I'agmatine, 
ia 2-amino-l-(m^thy)amino)benzimidazolc ( le 5-nitro-indazoIc, 6*nitro-indazole t le 
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7- nitroMndazole, lc l ( 2-(trifluorora£thylph6nyl) imidazole, la 2-amino-4-m6thyl- 
e^-amino&hylfcyridine, la 2-iroinopip&idine, la 2-iminohomqap6ridiac l la 2-imino- 
S^-dihydro-l.S-thiazine, la 2*inuno-5,6*dihydro-l ,3-oxazine, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-ph6nyl-2-thiophfenecarboximidamide f la 

5 S-^thyKsothiourfe, la $*m6thyl-Mhiocitrutlinc ou la S^thyl-L-thiocitruiline ; et 

- lc piigeur de formes r6active$ de I'oxyg&ne est choisi parmi le probucol, 
1'ubiquinone, l'a- ( p% y-, x- ou 5-iocopherol, I'acide 3-5-dMert-butyM- 
hydroxybenzoique, le 2,3 f 6-ttjm6thyl-2-hexyloxypb6nole, le 2,6-diteributyl- 
4-m6thoxyph£nol, reuginole, lc trolox, te gallate de n-propyle, le tcmpole, I'acide 

10 caf&que, I'acide sinapinique, I'acide gallique, Facade 2,2 l 5>tetram&hyl-3-pyrroline- 
J-oxyl-3-carboxylique, la m&atonine, Tacide 5-hydroxyindoie-2-carboxylique, 
fimidazoie, la cim&idine, I'acide ascorbique, la N-ac£tyI-eysteine, le 0-carotenc, lc 
coenzyme Q10, les composes captodatifs, le 9-(2-(4-morphoIinyl)6thyl]- 
2,4-di.l.pyrrolidinyl*9H'pyrimido(4,. , >-blindole, le 4-hydroxycarbazolc ou le 

15 carvedilol 

8- Produit comprenant au moins une substance inhibi trice de NO synthase et au moins 
une substance pitgeur de formes reactives de I'oxyg&ne en taut que produit de 
combinaison sous forme sdpar& t pour une utilisation simultanle ou slquentielle dans 
le traitement de pathologies dans lesquelles le monoxyde d'azofe et les formes 

20 r£active$ de t'oxyg£ne sont tmpliquees telles que les troubles cardiovasculaires et 
c6r£brovasculaires, les troubles du sysieme nerveux central ou plriphenquc, les 
maladies proliferattves et inflamrnatoires, les diarrh6es, les vomtssements, les 
irradiations radioactives, les radiations solaircs ,les transplantations d'organcs, les 
maladies autoimmunes et virales, le cancer et toutcs les pathologies caractdrisdes par 

25 une production ou un dysfonctionnement de monoxyde d*azotc ct/ou des formes 
reactives de Toxygene. 

9* Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles cardiovasculaires et 
c£rdbrovasculaires tels que ratteroscterose/la migraine, l'hypcrtension artfrielle, le 
choc septique, les infarcts cardjaqucs ou clrdbraux d'origine ischemtque ou 
3i) hemorragique, les ischemics ct les thromboses. 

10- Produit selon la revendicatton 8, pour le traitement des troubles du systeme 
nerveux central ou p£riph6rique tels que les maladies neurodegeneratives, la douleur, 
les iraumatismes c£r£braux ou de la mobile epinfcrc, I'addiction aux opiaccs, h t'alcoo] 
et aux substances induisant unc accoutumance, les troubles de I'frection et dc la 
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reproduction, les dfaordres cognitifs, les encephalopathies, la depression, l*anxi&6, la 
schizophrenic, V£pilepsie, les troubles du sommeil, les troubles alimentaires. 

11- Produit selon la revendication 8, pour )e traitement des maladies proliferative* et 
inflammatoires telles que i'ath&oscldrose, ^hypertension pulmonale, la 

S glomdrulondphrite, ('hypertension portale, le psoriasis, S'arthrose el t'arthrite 
rhumatoide, les fibroses! les amy lot doses, les inflammations du syst&me 
gastrointestinal ou du systeme pulmonale et des voies a&iennes. 

12- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des maladies autoimmunes ei 
virales telles que le lupus, le sida, les infections parasitaires et virales, le diabdte, la 

10 scl&ose en plaque, les myopathies. 

13* Produit selon Tunc de revendications 8 & 12, comprenant une substance inhibitrice 
dc NO synthase et une substance piegeur de formes r&ctives de l*oxyg£ne. 

14- Produit seJon la revendication Pune des revendications 8 h 13, dans lequel 

- rinhibiteur de NO synthase est un amino-atide et plus particuli&rement des d£riv£s 
15 de la L-arginine, de ('ornithine ou de la lysine, ou un compost de la families des 

guanidincs, des isothiour£es, des nitro* ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoies ou des imidazoles ; et 

* le pi&geur de formes r6actives de I'oxygftne est Pacidc ascorbique, la ^acetyl- 
cysteine, le p-carot&ne, ie coenzyme Q10, les composes captodatifs, ou un compost 
20 , . de la famille des ph£noIes, des nitrones, des derives de l'indole, des imidazoles, des 
Yv ' carbazoles, les superoxydes dismutases, les catalases ou les glutathions peroxydases. 

15- Produit selon Tune des revendications 8 a 14, dans laquelle 

- rinhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro*arginine, Tester mithylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monom^thylarginine, I'aminoguamdine, I'agmatine, la 

25 2*amino4-(m&hylamino)benzimidazole, le 5-nitKMndazole, 6-nitro-indazole, le 
7-nitro-inda2ole, le l,2-(trifluorom6thylph£nyl) imidazole, la 2«amino-4~m6thyl» 
6~(2-amino£lhyi)pyridine, la 2-iminopip6ridine, la 2iminohomopip£ridine, la 2-imino- 
5,6-dihydr0'l f 3-thia2ine, la 2-imin0-5 l 6-dihydio-l,3-oxaztnc, la 
2-iminoi^trahydropyrimidine, la N-ph£nyl-2*thioph&nccarboxifnidamide, la 

30 S-etiiylisothiourte, la S-ra6thyl-L-thiocitiulline ou la S^thyl-L-lhiocitrulline ; et 



- Ic piigeur de formes rdactives de Toxygftnc est choisi parmi le protocol, 
^ubiquinone, l'a-, p-, y*, £*, t- ou 6-tocoph6rol, I'acide 3-5-di-tert-butyl-4- 
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hydroxybeiuoique, le 2,3 i 6-trim6thyI-2-htxyloxyph6Dotc 1 Ic 2,6-diterlbutyl- 
4~m£thoxyph£nol v I'eugtnolc, le trolox, te galiatc de n-propyle, le tcrapole, Tacide 
cateique, I'acide sinapinique, Tacide galliquc, I'acide 2,2,S f 5-tetram&hyW-pynoHne- 
l-oxyl-3-carboxylique t la mllatonine, I'acide 5-hydroxyindole-2-carboxylique, 
5 1'itnidazole, la cim&jdine, Tacide ascorbiqoe, la N-acetyl-cysi6ine, le 0-earotene, le 
coenzyme Q10, les composes captodatifs, le 9-(2-(4-morphoiinyi)^thyl|- 
2 t 4-di-l-pyrrolidinyN9H-pyrimido[4 l 5"b]indole > le 4-hydroxy-carbazole ou le 
cai vediiol 
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